


















































Que  Dña.  Eva  Núñez  Delegido,  estudiante  de  cuarto  curso  del  Grado  en  Biotecnología  de  la 



























































  ADN    Ácido desoxirribonucleico 
  ADN‐T                ADN de transferencia 
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Figura  5.  Análisis  mediante  RT‐qPCR  de  la  expresión  de  genes  cloroplásticos  en  los  mutantes  crd1  y 
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Figura 6. Estructura de los genes CRD1 y CRD3……………………………………………………….…………………………….….….27 




































(Raphanus  sativus),  el  nabo  (Brassica  rapa)  o  la mostaza  blanca  (Sinapsis  alba)  y  negra  (Brassica  nigra), 
Arabidopsis carece de interés agronómico y comercial. Sin embargo, presenta una serie de características 
que la convierten en un sistema modelo idóneo para la investigación básica, como su ciclo de vida corto (de 


















veces más grande que el  de  la  levadura  cervecera Saccharomyces  cerevisiae  (12 Mb),  similar  al de otros 
organismos modelo como Drosophila melanogaster  (180 Mb) o Caenorhabditis elegans  (97 Mb) y mucho 
menor que el de especies vegetales con interés económico como el arroz (466 Mb), el maíz (2.500 Mb), el 













En  el  interior  de  las  células  vegetales  coexisten  tres  genomas  distintos,  localizados  en  tres 
compartimentos  celulares  diferentes:  el  núcleo,  las mitocondrias  y  los  cloroplastos.  Los  dos  últimos  son 
orgánulos con una doble membrana en los que tienen lugar procesos biológicos energéticos imprescindibles 
para la vida. En las mitocondrias se produce la respiración celular, proceso metabólico en el que se sintetiza 
ATP  mediante  la  fosforilación  oxidativa.  Por  su  parte,  en  los  cloroplastos  (Figura  2)  se  lleva  a  cabo  la 
fotosíntesis  que permite  a  los organismos  fotosintéticos obtener materia orgánica  a  partir  de nutrientes 
inorgánicos  utilizando  la  energía  lumínica  del  Sol.  Además,  en  los  cloroplastos  se  sintetizan  moléculas 
esenciales  para  los  organismos  autótrofos,  tales  como  aminoácidos,  lípidos,  hormonas  vegetales, 
nucleótidos, vitaminas y metabolitos secundarios (Rébeillé et al., 1997; Bartoli et al., 2000; Gueguen et al., 
2000).  










en  las mitocondrias y  los cloroplastos. Estas rutas de señalización permiten ajustar en cada momento  las 
























ADN  de  los  cloroplastos  depende  de  factores  sigma  cifrados  por  el  núcleo  (Kanamaru  y  Tanaka,  2004). 
Además de PEP, en los cloroplastos actúa una polimerasa de ARN monomérica (NEP; Nuclear‐Encoded Plastid 
RNA Polymerase), codificada por el genoma nuclear y similar a la de los bacteriófagos T3/T7 (Börner et al., 





diferenciación  y  el  desarrollo  del  orgánulo,  NEP  transcribe  fundamentalmente  genes  implicados  en  la 









numerosas  proteínas  ribosómicas  (PRP, Plastid  Ribosomal  Proteins)  de mayor  tamaño  que  sus  ortólogas 
bacterianas. La mayoría de las PRP están codificadas por genes nucleares por  lo que deben importarse al 
cloroplasto,  siendo un ejemplo de  la participación del genoma nuclear en  la expresión de  la  información 
genética que alberga el genoma cloroplástico.  
De  la  subunidad 30S del  clororribosoma  forman parte 24 proteínas denominadas Rps  (Ribosomal 
protein of the small subunit), 21 de las cuales presentan una proteína ortóloga en Escherichia coli (en adelante 
























en el  cloroplasto y/o alteraciones en  la  fotosíntesis  (Pesaresi et al., 2001; Morita‐Yamamuro et al., 2004; 
Romani et al., 2012; Tiller et al., 2012). Además, la caracterización de mutantes con alteraciones en el flujo 
de la información génica en el cloroplasto, incluida la traducción, ha revelado la importancia que tiene su 




al.,  2014)  y  Rpl21  (Lin  et  al.,  2014)  del  clororribosoma,  respectivamente.  La  reciente  caracterización  del 
mutante wlp1 (white leaf and panicles 1) del arroz, que presenta un desarrollo anómalo de los cloroplastos 
particularmente a bajas temperaturas, ha permitido determinar por vez primera la función de una proteína 
PRP  en  esta  especie:  Rpl13  (Song  et  al.,  2014).  Los  autores  de  este  trabajo  proponen  que  la  función 
cloroplástica está comprometida en el mutante wlp1 como consecuencia de un menor nivel de síntesis de la 








inversa,  con  el  objetivo  de  caracterizar  funcionalmente  genes  nucleares  que  codifican  proteínas 
cloroplásticas  y  que  participan  en  el  flujo  de  la  información  genética  en  este  orgánulo.  Se  eligieron 
inicialmente genes para  los que no se había descrito previamente ningún fenotipo mutante a partir de  la 
perturbación de su función. La genética inversa se fundamenta en la obtención de alelos mutantes de un gen, 
habitualmente  insercionales  y  de  pérdida  de  función,  a  partir  del  conocimiento  de  su  secuencia  de 
nucleótidos (Alonso y Ecker, 2006). El sistema modelo escogido para este estudio ha sido la especie vegetal 




dieron  lugar a un  fenotipo morfológico  se escogieron para  su análisis.  Entre otros,  se  identificaron cinco 
mutantes afectados en proteínas ribosómicas del cloroplasto que se denominaron crd (chloroplast ribosome 
defective).  Los  mutantes  crd1,  crd2‐1,  crd2‐2  y  crd3  están  afectados  en  genes  cuyos  productos  son 
componentes de la subunidad grande del clororribosoma, mientras que crd4 lo está en un gen que cifra una 
proteína de  la  subunidad  pequeña.  Estos mutantes  fueron  caracterizados  genética  y  fisiológicamente  en 
trabajos previos del laboratorio (Gea Caselles, 2012; Valderrama Pérez, 2014; Navarro Cartagena, 2015). 
El objetivo principal de este Trabajo Fin de Grado (TFG) fue el de iniciar la caracterización  funcional 





sobreexpresión  de  estos  genes  en  el  fenotipo  de  la  estirpe  silvestre  Columbia‐0.  En  este  trabajo,  se  ha 
realizado una búsqueda e iniciado la caracterización de nuevos mutantes afectados en genes nucleares que 
codifican proteínas del clororribosoma y que no han sido descritos previamente. Finalmente, se han realizado 


















mutagénesis  insercional  con  el  ADN‐T  de  la  bacteria  Agrobacterium  tumefaciens  (en  adelante  A. 
tumefaciens).  Estas  líneas mutantes  pertenecen  a  las  colecciones  de  dominio  público  del  Instituto  SALK 







































































































superficie  del medio  de  cultivo.  Finalizada  la  siembra,  las  cajas  de  Petri  se  precintaron  con  esparadrapo 
quirúrgico  Micropore  Scotch  3M,  que  evita  la  entrada  de  partículas  contaminantes  pero  permite  el 
intercambio de gases con el exterior. 
Las  semillas  de  plantas  transformadas  con  A.  tumefaciens  se  sembraron  a  elevada  densidad 
utilizando  agar  de  cobertera  a  una  concentración  de  5  g/l.  Para  ello,  una  vez  esterilizadas  las  semillas 
(alrededor  de  80  mg),  se  les  retiró  el  agua  y  se  les  añadió  10  ml  de  agar  de  cobertera  previamente 
autoclavado. Se agitaron y se vertieron sobre la caja de Petri con medio suplementado con higromicina. Las 
cajas de Petri con las semillas sembradas y estratificadas se incubaron dentro de una cámara de cultivo HLR‐




Las  plantas  cultivadas  en  placas  de  Petri  se  trasplantaron  individualmente  a  maceta  para  que 










de  riego ATM.  Las bandejas  se  introdujeron en una  cámara  climatizada a  20±1°C  y  60‐70% de humedad 
relativa,  bajo  iluminación  continua,  con  luz  blanca  suministrada  por  tubos  fluorescentes  Sylvania  160 W 
F72T12 CW VHO Cool White,  con  iluminación  continua de  5000  lx.  El  fondo de  las macetas  se mantuvo 









Las plantas  se  fecundaron manualmente para obtener  la descendencia deseada. Con  este  fin,  se 
utilizaron  dos  individuos  de  Arabidopsis,  uno  como  donante  de  polen  (parental masculino)  y  otro  como 
receptor  (parental  femenino),  siguiendo el procedimiento de emasculación descrito por Kranz, 1987.  Los 




















el  método  de  Dellaporta  et  al.,  (1983)  con  modificaciones  tal  y  como  se  detalla  en 
http://www.caltech.edu/meyerowitz/protocols/quickdna.html.  El  ADN molde  se  obtuvo  a  partir  de hojas 
recolectadas o plantas completos. Se emplearon  para la maceración de las muestras 3‐4 perlas de vidrio de 




Los oligonucleótidos empleados en este  trabajo  fueron  sintetizados por  la  casa  comercial  Sigma‐
Aldrich y se recogen, así como su finalidad, en la Tabla 1 de Anexos.  Los cebadores para el genotipado de las 





























































Los  ARNr  de  la  estirpe  silvestre  y  de  las mutantes  fueron  analizados  y  cuantificados  a  partir  de 
preparaciones de ARN total (véase el apartado 3.10) empleando un Bioanalizador Agilent 2100, el kit Agilent 


















Figura  3. Mapas  de  los  vectores  pENTR/D‐TOPO  y  pMDC32.  (A)  Vector  de  entrada  pENTR/D‐TOPO.  Se 
muestran los sitios de recombinación attL1 y attL2, los promotores de expresión T2 y T1, el gen de resistencia 
a kanamicina (KanR), el origen de replicación pUC (ori pUC), las dianas de restricción para la enzima HaeII, así 
como  los  lugares  de  actuación  de  la  Topoisomerasa  I  del  virus  Vaccinia  (TOPO).  (B)  Vector  de  destino 
pMDC32. Se muestran los sitios de recombinación attR1 y attR2, dos copias del promotor constitutivo 35S 



























250  µl  de  medio  de  cultivo  LB  líquido,  y  se    incubaron  a  37°C  con  agitación  a  225  rpm  durante  1  h. 
Posteriormente, los tubos se centrifugaron durante 1 min, se eliminó la mitad del sobrenadante y las células 





Para  comprobar  que  las  colonias  que  crecieron  en  los  medios  de  cultivo  suplementados  con 




molde  en  las  amplificaciones.  Los  cebadores  universales M13‐Forward  y M13‐Reverse,  se  emplearon  en 
combinaciones con  los cebadores ATG y STOP específicos de cada gen  (véase  la Tabla 1 de Anexos) para 
comprobar  la  clonación  direccional  de  los  insertos.  Los  productos  de  PCR  obtenidos  se  sometieron  a 
electroforesis en geles de agarosa (véase el apartado 3.13.2). Una vez seleccionados los clones positivos, se 









Scientific)  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  Los  productos  de  la  digestión  se  sometieron  a 
electroforesis en un gel de agarosa y se purificaron del gel (véase el apartado 3.13.2).  










































densidad  de  50  semillas  por  placa.  Los  individuos  resultantes  se  trasplantaron  a  los  21  dte  a  macetas 
cuadradas,  a  razón  de  unas  25‐30  plantas  por  maceta.  Tras  el  alzado,  se  cortaron  las  inflorescencias 
terminales para favorecer la producción de nuevas inflorescencias. Siete días más tarde, las inflorescencias 


















se  aislaron  los  mutantes  crd,  portadores  en  homocigosis  de  alelos  insercionales  y  recesivos  de  genes 
nucleares  que  cifran  proteínas  ribosómicas  del  cloroplasto  (Tabla  1).  Los  mutantes  crd  se  caracterizan 
















la  polimerasa  de  ARN  RpoTp,  respectivamente.  En  este  trabajo  hemos  estudiado  el  efecto  que  tiene  la 
perturbación de la función de los genes CRD1 y CRD3 sobre la expresión de algunos genes nucleares y de 
otros  del  genoma  del  cloroplasto.  Para  ello  se  analizó  mediante  RT‐PCR  cuantitativa  (RT‐qPCR)  en  los 
mutantes crd1 y crd3 y en su silvestre Col‐0, la expresión de los genes rbcL, rps18, psbD, psbA, clpP y rpoC1 
del  genoma  cloroplástico  así  como  la  de  los  genes  nucleares CRD1,  CRD2,  CRD3,  CRD4  y RBCSA1,  cuyos 
productos son proteínas que actúan en el cloroplasto (Tabla 1).  
El  análisis  de  la  expresión  de  los  genes  cloroplásticos  estudiados  reveló  patrones  de  expresión 
similares en los mutantes crd1 y crd3. De este modo, los transcritos de los genes rbcL, rps18, psbD, psbA y 
clpP se acumularon en ambos mutantes a niveles significativamente más elevados que en el silvestre Col‐0, 



































































































respectivamente.  En  cuanto  a  la  expresión  de  los  restantes  genes  CRD,  en  crd1  se  encuentran 
significativamente sobreexpresados CRD2, CRD3 y CRD4 (1,6, 2,6 y 1,9 veces respectivamente, comparados 







































































crd  y  silvestres  Col‐0  13  dte  se  prepararon  con  el  Pico  Kit  RNA  6000  (Agilent)  y  se  resolvieron  en  un 



















ARNr  citoplasmáticos  25S  y  18S  y  cloroplásticos  23S,  16S,  y  4,5/5S  presentes  en muestras  de  ARN  total 
obtenidas  a  partir  de  los  mutantes  crd  y  del  silvestre  Col‐0.  Hemos  identificado  algunas  diferencias 
destacables en los niveles de algunas especies de ARNr cloroplástico entre los mutantes crd y Col‐0. Así por 
ejemplo,  en  crd1,  el  ARNr  16S  resultó  menos  abundante  que  en  Col‐0,  tal  y  como  se  refleja  en  el 
correspondiente electroferograma y en el gel de la Figura 8. En el mutante crd2‐1 destaca la disminución 




parte,  los mutantes crd2‐1, crd3 y crd4 presentaron un  ligero aumento en  los niveles de  los ARNr 4,5/5S 
respecto a Col‐0, mientras que no encontramos diferencias apreciables en crd1 (Figura 8A).  
Con el objetivo de determinar  si  las mutaciones crd  afectaban a  la acumulación de alguna de  las 
subunidades del clororribosoma, hemos calculado  las ratios entre  los ARNr cloroplásticos (16S y 23S) y el 
citoplasmático (18S). Los dos primeros son representativos de las subunidades pequeña 30S (ARNr 16S) y 


























la  subunidad  pequeña  (30S)  del  clororribosoma.  Por  el  contrario,  si  los  valores  de  la  ratio  23Sb:18S  son 
menores  que 1  la  subunidad que  se  encontraría  afectada  sería  la  50S.  Finalmente,  el  cálculo  de  la  ratio 
16S:23Sb  se  utiliza  como  una  medida  directa  de  la  estequiometria  del  complejo  formado  por  las  dos 
subunidades del ribosoma.  





















  Para obtener  las construcciones comentadas en el párrafo anterior, hemos utilizado  la  tecnología 















acción  de  la  topoisomerasa  I.  Con  la  mezcla  de  reacción  obtenida  se  transformaron  células  quimio‐








seleccionaron  algunos  de  los  clones  positivos  confirmados  y  se  procedió  a  la  purificación  de  su  ADN 
plasmídico. 
 
Figura  10.  Confirmación  de  la  incorporación  de  los  insertos  al 
vector pENTR/D‐TOPO. La  imagen corresponde a  la electroforesis 
en un gel de agarosa al 1% m/v teñido con bromuro de etidio de los 
productos  de  PCR  obtenidos  a  partir  de  colonias  de E.  coli  DH5 










a  la kanamicina), procedimos como se  indica en el apartado 3.13.4 a  la  linearización y aislamiento de  las 
construcciones de entrada. A continuación, se llevaron a cabo las reacciones LR entre los clones de entrada 
linearizados y  los vectores de destino  (véase el apartado 3.13.4). Con  las mezclas de  las reacciones LR se 
transformaron mediante choque térmico células de E. coli DH5 y se inocularon en placas LB con medio de 
cultivo  suplementado  con  kanamicina.  Para  cada  una  de  las  construcciones  se  seleccionaron  colonias 











bromuro  de  etidio  de  los  productos  de  PCR  obtenidos  a 
partir  de  colonias  de  E.  coli  DH5  resistentes  a  la 
kanamicina  y  portadoras  del  clon  de  destino 















































ADN‐T  de  A.  tumefacines,  afectadas  en  nueve  genes  que  codifican  siete  proteínas  ribosómicas  del 
cloroplasto: una perteneciente a la subunidad pequeña (30S) y seis a la grande (50S) (véase la Tabla 2 de 




Se  analizó  el  fenotipo  de  las  plantas  T3  obtenidas  y  en  2  de  las  20  líneas  (N500178  y  N511735) 
aparecieron  individuos  presuntos  mutantes,  en  una  proporción  inferior  a  ¼  respecto  a  las  de  fenotipo 
silvestre. De cada una de estas dos  líneas, se trasplantaron a maceta todos  los  individuos presuntamente 
mutantes aparecidos y varias plantas de fenotipo silvestre hasta totalizar ocho individuos. Para las restantes 
18 líneas en las que no apareció ninguna planta con un fenotipo distinto del silvestre, se trasplantaron ocho 
individuos  T3  con  la  esperanza  de  obtener  en  la  siguiente  generación  (T4),  individuos  que mostraran  un 
fenotipo mutante y, por lo tanto, presuntamente homocigóticos para la inserción. En las líneas N500178 y 
N511735  reaparecieron en  la  generación T4  los  fenotipos mutantes  identificados en  T3.  En estas mismas 
líneas, en algunas progenies T4 procedentes de plantas T3 que presentaron un fenotipo silvestre, aparecieron 
individuos que mostraron un fenotipo mutante, idéntico al que apareció en las plantas T3, junto a otros de 


















4.6. Estudio  de  las  interacciones  genéticas  entre  las  mutaciones  crd  y  otras  previamente 
descritas que afectan a la función del clororribosoma 
En este trabajo se han realizado cruzamientos entre los mutantes crd y otros previamente descritos, 
afectados  en  proteínas  ribosómicas  del  cloroplasto  [psrp3/1‐1  (plastid‐specific  ribosomal  protein3/1‐1)  y 
rps17‐1 (ribosomal protein s17‐1);  Tiller et al., 2012] o en funciones relacionadas con las del clororribosoma 
[rbf1‐1  (ribosome‐binding  factor1‐1)  y  2;  Friested  et  al.,  2014).  El  objetivo  de  estos  cruzamientos  era 
identificar eventuales  interacciones genéticas que aportaran  información sobre  las relaciones  funcionales 






























se  desconoce  debido  a  la  ausencia  de mutantes  afectados  en  dichos  genes.  Algunas  de  estas  proteínas 
participan en la expresión de la información genética de los cloroplastos. Un ejemplo son las proteínas del 
clororribosoma,  algunas  codificadas  por  el  genoma  nuclear  y  otras  por  el  cloroplástico.  Se  han  descrito 
numerosos ejemplos de efectos fenotípicos causados por mutaciones en proteínas de los clororribosomas o 
de los ribosomas citosólicos (Tiller y Bock, 2014). En Arabidopsis, mutaciones en algunos genes que cifran 

























aumento  de  expresión  de  otros  genes  cuyos  productos  también  son  componentes  del  clororribosoma. 













































que  los  alelos mutantes  son probablemente hipomorfos.  Por  otra  parte,  los  resultados del  análisis  de  la 
expresión  de  varios  genes  cloroplásticos  en  crd1  y  crd3,  sugieren  que  la  perturbación  de  la  función  del 
clororribosoma altera  la expresión de genes del genoma cloroplástico. De  igual modo, se ha estudiado  la 
expresión de cada uno de  los  restantes genes CRD  en crd1  y crd3,  y  la  sobreexpresión observada podría 
interpretarse  como  una  posible  compensación  de  la  pérdida  de  función  del  gen  ribosómico  afectado, 
mediante  el  aumento  de  la  expresión  de  otros  genes  cuyos  productos  también  son  componentes  del 
clororribosoma. 
Los  resultados  del  análisis  de  los  niveles  de  los  ARNr  de  las  subunidades  50S  y  30S  de  los 
clororribosomas revelaron alteraciones en todos los mutantes crd, lo que nos permite proponer la existencia 





componentes  estructurales  de  la  subunidad  grande  y,  a  su  vez,  como  reguladores  de  la  función  o  el  
ensamblaje de los de la pequeña. 




codifican proteínas del  clororribosoma disponible en el  laboratorio,  y añadido otros  cuatro descritos por 
autores  previos  afectados  en  la  función  del  clororribosoma.  Se  han  identificado  ocho  nuevos  presuntos 
mutantes,  cuatro  de  ellos  presentan  la  despigmentación  característica  de  los  mutantes  afectados  en 
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CRD1  At4g01310‐RP/‐LP  TCCCAACAGCACGATTTTATC  AAATCAAATCAAACGCACGAG 
CRD2  At5g54600‐RP/‐LP  AACTGCAAACGGATCATTACG  GCAAGAACAAGACATGGGTTC 































  CRD1  At4g01310‐ATG‐F/‐STOP‐R  CACCATGGCGTCTCCTTCGC  TCATCTCTTTCCTTTTCCTTTAG 
CRD2  At5g54600‐ATG‐F/‐STOP‐R  CACCATGGCAACCATGTCTG  CTAAGATGCGGAGGTAAC 
CRD3  At1g75350‐ATG‐F/‐STOP‐R  CACCATGGCGGTTTCTCTCCC  TCATTTCTTCTTCCCTTTGG 











CRD1  qAt4g01310‐F2/‐R2  CAACGGCATCAAACCTGATTTC  GATTTCCAAGGTGTGAGTCCC 
CRD2  qAt5g54600‐F/‐R  CCGTCACTTCTCCGGTCAAG  GCATTTTGTGGAGAATCGGAAG 
CRD3  qAt1g75350‐F/‐R  CTGCAATTAAGAAAGCCGGTG  TGCAATTCCTTCTTACGACACG 
CRD4  qAt2g33800‐F/‐R  TAATCACCCTCTGATCTGTGAG  TGCTGCTGTTCAGAAATCTGC 
ACT2  qAt3G18780‐F/‐R  GCACCCTGTTCTTCTTACCG  AACCCTCGTAGATTGGCACA 
rbcL  qAtCg00490‐F/‐R  CTTACTATACTCCTGAATATGAA  CCAGTAGAAGATTCAGCAGCTA 
rps18  qAtCg00650‐F/‐R  GACGGGTGAATAGAGTGACTTT  GGAGTCGACTCACTTCTTTCAA 
psbD  qAtCg00270‐F/‐R  AACTTCATGGTATACTCATGGATT  CAACAAAGAATGCGCTAAACTATT 
psbA  qAtCg00020‐F/‐R  GAGCAGCAATGAATGCGATA  CCTATGGGGTCGCTTCTGTA 
CLPP  qAtCg00670‐F/‐R  GGTTGACATATACAACCGACTTT  CCATCCACCAGGAGAGTTTATA 
rpoC1  qAtCg00180‐F/‐R  ATGATCGATCGGTATAAACATC  TCGCAGTATACTAGGCCTTC 






Gen  Proteína Línea ADN‐T  Posición inserción Referencia  Fenotipo 
At1g29070  RPL34 
N613878  Exón (único)  ND  Silvestre 
N553787  300‐5’UTR  ND  Silvestre 
At1g64510  RPS6  N634934  300‐5’UTR  ND  Individuos con cotiledones alargados 
At1g68590  PSRP3  N510806  1er Exón  Tiller et al., 2012  Individuos más pequeños y despigmentados que el silvestre 
At1g79850  RPS17  N566943  300‐5’UTR  Tiller et al., 2012  Individuos más pequeños y despigmentados que el silvestre 
At3g25920  RPL15 
N500178  300‐5’UTR  ND  Individuos más pequeños y despigmentados que el silvestre 
N818133  2º Intrón  ND  Individuos pequeños, oscuros y con hojas anormales 
At3g27830  RPL12A 
N535952  300‐5’UTR  ND  Individuos muy pequeños y con hojas filiformes 
N554872  300‐5’UTR  ND  Silvestre 
At3g27840  RPL12B 
N521908  300‐5’UTR  ND  Silvestre 
N526825  Exón (único)  ND  Individuos más pequeños y despigmentados que el silvestre 
At3g52150  PSRP2  N640803  300‐5’UTR  Tiller et al., 2012  Silvestre 
At3g54210  RPL17 
N647061  1000‐Promotor  ND  Silvestre 
N803419  300‐5’UTR  ND  Silvestre 
N813680  300‐3’UTR  ND  Silvestre 
At3g56910  PSRP5  N551891  1er Exón  Tiller et al., 2012  Individuos más pequeños y despigmentados que el silvestre 
At4g17560  RPL19 
N527323  300‐5’UTR  ND  Silvestre 
N556045  300‐5’UTR  ND  Individuos despigmentados con rosetas compactas y hojas redondeadas y planas 
N860776  3er Intrón  ND  Silvestre 
At4g34370  RBF1 
N508178  3er Exón  Fristed et al., 2014 Individuos con la roseta con la parte central despigmentada 
N558490  5’UTR  Fristed et al., 2014 Individuos más pequeños y despigmentados que el silvestre 
At5g17870  PSRP6  N802064  Exón (único)  Tiller et al., 2012  Silvestre 
At5g47190  RPL19 
N511735  4º Exón  ND  Individuos con peciolos e hipocotilos más alargados que el silvestre 
N523092  4º Intrón  ND  Silvestre 
N524584  300‐5’UTR  ND  Silvestre 
At5g65220  RPL29 
N510836  300‐3’UTR  ND  Individuos más pequeños y despigmentados que el silvestre 




  XIII REUNIÓN DE BIOLOGÍA MOLECULAR DE 
PLANTAS 











crd4  synergistically  interact  with  the mda1‐1  mutant  affected  in  the mTERF5  gene  encoding  a 






problems  of  one  or  both  subunits  of  the  chloro‐ribosome  and  hence  altered  assembly  and/or 
stability of this organelle2. We found that the crd mutants showed changes  in the 30S:50S ratio: 
three of them being lower and one higher than the wild type, which is consistent with the physical 




in photosynthesis,  translation or  transcription  in  the organelle.  Finally,  as part  of  the  functional 
characterization, we want  to  study  the  effects of CRD  gain  of  function  in wild‐type  and mutant 
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2. CHLOROPHYLL LEVELS
We have confirmed that increased paleness of crd
leaves correlates with reduced levels of chlorophylls,
especially in crd2, 3 and 4.
1. INTRODUCTION
The crd (chloroplast ribosome defective) mutants of Arabidopsis thaliana were previously isolated in our
laboratory in a search for T-DNA mutants presumably affected in the flux of genetic information in the
chloroplasts. All the crd mutants are loss-of-function alleles of four nuclear genes encoding different chloroplast
ribosomal proteins: three of the small subunit (30S), crd4, and one of the large one (50S), crd1, 2 and 3. The
crd mutants share some common phenotypic traits such as impaired growth, pale leaves, stems, sepals and
fruits as well as abnormal chloroplasts. In addition, two of them, crd2 and crd4 synergistically interact with the
mda1-1 mutant affected in the mTERF5 gene encoding a mitochondrial transcription termination factor
chloroplast-localized1.
4. rRNA PROFILES. In order to investigate if chloroplast function was perturbed in the crd mutants, we are
conducting different molecular analyses. A quantification of the ribosomal RNA (rRNA) species present in the
mutants may indicate defects in the biogenesis of the large (50S) versus the small (30S) subunits of the chloro-
ribosome2. The ratio 16S:23Sb is a measure of the stoichiometry of the 30S and 50S subunits. All the crd
mutants show changes in this ratio, being lower than one in crd1, 3 and 4, and higher in crd2. This might reflect
specific assembly problems of one or both subunits of the chloro-ribosome and hence altered assembly and/or
stability of this organelle in these mutants.
5. EXPRESSION OF PLASTID GENES
IN THE crd MUTANTS
We have also studied by qRT-PCR
whether, in addition to potential defects
in chloroplast translation, the crd1 and
crd3 mutants showed altered steady-
state levels of different plastid-gene
transcripts. Our results revealed that the
studied genes displayed transcript levels
significantly higher than the wild type,
including those of genes involved in
photosynthesis (rbcL, psbD and psbA),
translation (rps18) or transcription
(rpoC1) in the organelle.
Figure 1. Phenotypes of the crd mutants. Upper panel: rosette pictures taken 21 days after stratification (DAS). Scale bar: 1 mm.
Lower panel: Transmission electron micrographs showing chloroplasts of the mesophyll of the first vegetative leaves (26 DAS) of wild-
type Col-0 and crd4 (this last one is smaller and do not show starch grains, bar 2 m). Two Col-0 siliques (left) and two crd1 which are
green pale colored (bar 1 mm). A mda1-1 mutant plant and a mda1-1 crd4 double mutant 21 DAS (bars 1 mm).
Figure 4. Agilent 2100 Bioanalyzer rRNA profiles of the crd mutants. Representative electropherograms of RNA extracted from rosettes
of 13 DAS plants. The different ribosomal subunits are indicated on the Col-0 image (rRNA of the chloro-ribosome and the cytosolic
ribosome are shown in green and black, respectively). Changes in rRNA accumulation are shown by the ratio 16S:23Sb±SD (data for the
calculation comprise three biological samples per genotype). Samples were resolved with the RNA 6000 Pico Kit (Agilent).
7. FUTURE WORK
In order to complete the functional characterization of
the crd mutants we will perform:
1. Double mutant analysis at the rRNA level.
2. Determination of the expression profile of nuclear
genes coding chloroplast proteins.
3. Generation of transgenic lines for the study of the





Figure 5. Expression of plastid genes. Relative values were determined using
the 2-Ct method for each gene after normalization with those of the ACTIN2 gene,
and compared with those of Col-0 to which a value of 1 was assigned. Each value
correspond to the mean ± SD of three different biological replicates and triplicate
reactions. Asterisks indicate a significant difference (*P<0.05, **P<0.01).
3. TEMPORAL TRANSCRIPT PROFILE
We checked by qRT-PCR expression of CRD genes at
different time points of vegetative development in whole
plants, finding the lowest levels of transcripts at 20
DAS. For CDR1 and 4 we found the highest levels of
expression at 14 DAS.
Figure 2. Chlorophyll levels in the crd mutants. Bars represent
means  standard deviations (SD) (in micrograms per gram of fresh
weight) of 6 independent samples, each containing 80 mg of leaves
of 23 DAS plants. Asterisks indicate a significant difference (*P<0.05,
**P<0.01).
6. OVEREXPRESSION LINES
As part of the functional
characterization, we want to
study the effects of CRD gain of
function in wild-type and mutant
genetic backgrounds. For this
purpose, we are obtaining CRD
overexpression lines in which the
transcription of the CRD genes is
constitutively driven by the CaMV
35S promoter.
Figure 6. An example of one
overexpression line. Rosette pictures
showing the phenotypic rescue of the
crd4 mutant with the 35S:proCRD4
construct. Pictures were taken 21 DAS.
Scale bars indicate 1 mm.
Figure 3. Expression of CRD genes. We have used the 2-Ct method.
The ACTIN2 gene was used as an internal control. Data are compared
with those of the earliest time point recorded (7 DAS), to which a value
of 1 was assigned. Each value correspond to the mean ± SD of three
different biological replicates and triplicate reactions. Asterisks indicate a
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